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(54) Bezeichnung: IMMUNISIERUNG EINES INDIVIDUUMS GEGEN CARCINOMEUND IHRE VORSTUFEN 

n 

^ (57) Abstract: The invention concerns a pharmaceutical preparation comprising a cell cycle regulatory protein and/or an express- 
ly ible nucleic acid which codes for said protein in an amount suitable for immunization of an individual against carcinoma and the 
1^ preliminary stages thereof, in addition to conventional auxiliary agents. The invention also concerns the use of a cell cycle regulatory 
^ protein and/or an expressible nucleic acid which codes for said protein for the immunization of an individual against carcinoma and 
00 the preliminary stages thereof. 

2 (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung. umfassend dn Zellzyklus- 
RegulatOTprotein und/oder eine exprimiert>aFe. hierfiir kodierende NukleinsSuie in einer fur eine Immunisierung eines Individuums 
Q gegen Carcinome und ihre Vorstufen geeigneten Menge sowie abliche Hilfssloffe, und die Verwendung eines Zellzyklus-Regulator- 




proteins und/oder einer exprimieibaren hierftir kodierenden NukleinsMure zur Immunisierung eines Individuums gegen Carcinome 
und ihre Vorstufen. 
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Ixmnunislerung eines Indivldutuas gegen 
Carcinoma und Ihre Vorstu£en 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zu- 
sairanensetzung, die ein Zellzyklus-Regulatorprotein enthalt, 
und die Verwendung der pharmazeutischen Zusairanensetzung zur 
Iramunisierung eines Individu\ams gegen Carcinome und ihre Vor- 
stufen. 

An Carcinomen erkranken und versterben jShrlich mehrere Mil- 
lionen Menschen weltweit, Diese Sterblichkeitsraten sind seit 
vielen Jahren unverSndert trotz intensiver Therapie-Forschun- 
gen. Bisher werden die Patienten mit Carcinomen vielfach einer 
chirurgischen Entfernung der Carcinome bzw. einer Chemo- oder 
Strahlentherapie unterzogen. Damit sind aber massivste Neben- 
wirkungen verbunden, die dann zu den Sterblichkeitsraten der 
Patienten mit Carcinomen beitragen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Mittel bereitzustellen, mit dem gegen Carcinome therapeu- 
tisch und prophylaktisch vorgegangen werden kann, wobei vor- 
stehende Nebenwirkungen vermieden werden. 

Erf indungsgemafi wird dies durch die GegenstSnde in den Patent- 
ansprUchen erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, dalS bei Carcinomen bzw. ihren Vorstufen Zellzyklus- 
Regulatorproteine in veranderter Form oder Menge vorliegen. 
Beispielsweise findet sich in Carcinomen eine Uberexpression 
von Zyklin-abhangigen Kinase- Inhibitor en (vgl. deutsches Pa- 
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tent 198 29 473 des Anmelders) , Ferner hat der Anmelder er- 
kannt, daS Individuen gegen in Form oder Menge verSLnderte 
Zellzyklus-Regulatorproteine immunisiert warden k5nnen, wo- 
durch gegen Carcinome und ihre Vorstufen therapeutisch und 
5 prophylaktisch vorgegangen werden kann. Der Anmelder hat dies 
in invitro- wie auch in invivo -Experiment en gezeigt (vgl. 
nachstehendes Beispiel) . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische 
10 Zusammensetzung, umfassend ein Zellzyklus-Regulatorprotein 
und/ Oder eine exprimierbare hierfur kodierende Nukleinsaure in 
einer fiir eine Immunisierung eines Individuiims gegen Carcinome 
und ihre Vorstufen geeigneten Menge sowie tibliche Hilfsstoffe. 

15 Der verwendete Ausdruck "Zellzyklus-Regulatorprotein" umfafit 
Zellzyklus Regulatorproteine jeglicher Art und Herkunft. Bei- 
spielsweise kttnnen es Zykline sein. Besonders k5nnen es 
Zyklin-abhSngige Kinasen, wie cdk4 und cdk6, sein, welche die 
Zykline regulieren. Ganz besonders konnen es Zyklin-abhangige 

20 Kinase -Inhibit or en sein, welche wiederum die Zyklin-abhSngigen 
Kinasen regulieren. Beispiele der Zyklin-abhangigen Kinase- 
Inhibitoren sind die Proteine pl5, pl6, pl8, pl9, wobei pl6 
bevorzugt ist. Die Zellzyklus-Regulatorproteine k5nnen in 
Wildtyp- Oder veranderter Form vorliegen. Letztere Form umfaSt 

25 Veranderungen der Aminoscluresequenz, wie Additionen, 
Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen von einer oder 
mehreren AminosSuren. Auch kSnnen Fragmente von Zellzyklus- 
Regulatorproteinen als solche oder in Verbindung mit TrSgem 
vorliegen, wobei die Fragmente eine Wildtyp- oder eine ver- 

30 anderte Aminos^uresequenz haben k5nnen. Gunstig ist es, wenn 
die TrSger im Individuum nicht als immunogen wirken. Solche 
TrSger k5nnen Individuum-eigene oder -fremde Proteine bzw. 
Fragmente davon sein. Bevorzugt sind Trdger, wie Serumalbumin, 
Fibrinogen oder Transferrin bzw. ein Fragment davon. Besonders 

35 gunstig ist es, wenn die Fragmente der Zellzyklus-Regulator- 
proteine Epitope enthalten, die von cytotoxischen T-Zellen, 
z.B. CDS* T-Zellen, erkannt werden und eine cytotoxische Immun- 
antwort induzieren k5nnen. Solche Epitope von Zellzyklus-Regu- 
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latorproteinen konnen durch dem Fachmann bekannte Verfahren, 
insbesondere durch Verwendung eines Softwaresys terns des NIH 
INIH bioinformation service http: /bimas . dcrt.nih.gov. cgi- 
bin/molbio/ken_parker_coinbofonn) ermittelt warden. Von Vorteil 

5 kann es ferner sein, wenn unterschiedliche Zellzyklus-Regula- 
torproteine oder Fragmente davon, fur die vorstehenden Aus- 
fuhrungen entsprechend gel ten, gleichzeitig vorliegen. Zur 
Herstellung vorstehender Zellzyklus-Regulatorproteine wird 
z.B. auf Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 

10 Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor NY (1989) verwiesen. 

Der verwendete Ausdruck "exprimierbare fur ein Zellzyklus- 
Regulatorprotein kodierene Nukleinsaure" umfafit jegliche Nu- 

15 kleinsaure, z.B. RNA oder DNA, die in einem Individuum ex- 
primierbar ist und fiir ein Zellzyklus-Regulatorprotein, fUr 
das vorstehende Ausfahrungen entsprechend gelten, kodiert. Die 
Nukleinsaure kann als solche, d.h. zusammen mit ftir ihre Ex- 
pression geeigneten Element en, oder in Verbindung mit einem 

20 Vektor vorliegen. Beispiele solcher Elemente sind Promotoren 
und Enhancer, wie CMV-, SV40-, RSV-, Metallothionein I und 
Polyhedr in- Promoter bzw. CMV- und SV40- Enhancer. Weitere ftir 
die Expression geeignete Sequenzen gehen aus Goeddel: Gene 
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 

25 Press, San Diego, CA (1990) hervor. DarUberhinaus kdnnen als 
Vektoren jegliche ftir die Expression in SSugerzellen geeignete 
Vektoren verwendet werden. Dies sind z.B. pcDNA3, pMSX, pKCR, 
pEFBOS, cDMB und pCEV4 sowie von pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, 
pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, 

30 pSVT7, pko-neo und pHyg stammende Vektoren. Auch konnen als 
Vektoren rekombinante Viren, z.B. Adenovirus, Vaccinia-Virus 
Oder Adeno-assoziiertes Virus, verwendet werden. Hinsichtlich 
der Herstellung vorstehender Nukleinsauren, insbesondere von 
Vektoren, die solche Nukleinsauren enthalten, wird z.B. auf 

35 Sambrook et al., supra, verwiesen. 

Der verwendete Ausdruck "Carcinome und ihre Vorstufen" lunfafit 
Carcinome jeglicher Art und Herkunft bzw. Vorstufen dieser. 
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Be i spi e 1 swe i s e kOnnen es Carcinome des oberen 
Respirationstraktes oder Anogenital -Carcinome, insbesondere 
das Cervix-Carcinom und seine Vorstufen, wie cervikale 
intraepitheliale Neoplasie (CIN I-III) , Carcinoma in situ 
5 (CIS), etc. sein. Ebenso sind auch benigne Veranderungen wie 
Papillome, Adenome, Hyperplasien oder ahnliche Proliferationen 
epi thelialer , mesenchymal er oder hSmatopoet ischer 
Proliferationen hier zuzuordnen, 

10 Der verwendete Ausdruck "Individuum" umfaSt ein Individuum 
jeglicher Art und Herkunft, das Zellzyklus-Regulatorproteine 
aufweist und an Carcinoiiien bzw. ihren Vers tu fen erkranken 
kann. Beispiele eines solchen Individuums sind der Mensch und 
das Tier sowie Zellen von diesen. 

15 

Der verwendete Ausdruck "far eine Immunisierung eines 
Individu\ams geeignete Menge" umfaSt jegliche Menge eines 
Zellzyklus-Regulatorproteins, fur das vorstehende Ausftthr\ingen 
entsprechend gel ten, bzw. einer exprimierbaren hierfttr 

20 kodierenden NukleinsSure, fUr die vorstehende Ausfuhrungen 
entsprechend gelten, mit der ein Individuiam immunisiert werden 
kann. Die Menge hangt davon ab, ob ein Zellzyklus- 
Regulatorprotein oder eine exprimierbare hierfiir kodierende 
NukleinsSure verwendet wird. Auch hangt die Menge davon ab, ob 

25 die Immunisierung des Individuums mehr auf eine Induktion von 
gegen verSnderte Zellzyklus-Regulatorproteine gerichteten 
AntikSrpern oder auf eine Stimulierxmg von gegen veranderte 
Zellzyklus-Regulatorproteine gerichteten cytotoxischen T- 
Zellen, z.B. CDS* T-Zellen, abzielt. Beide M5glichkeiten der 

30 Immunisierung kdnnen durch die vorliegende Erfindung erreicht 
werden. Desweiteren h^ngt die Menge davon ab, ob die 
Immunisierung als prophylaktische oder therapeutische 
Behandlung beabsichtigt ist. Dartiber hinaus spricht das Alter, 
das Geschlecht und das Gewicht des Individuums eine Rolle far 

35 die Bestimmung der Menge. oanstig ist es, wenn dem Individuum 
100/ig - 1 g eines Zellzyklus-Regulatorproteine bzw. 10^ - 10" 
MOI eines rekombinanten, eine exprimierbare far ein 
Zellzyklus -Regulatorprotein kodierende Nukleins^ure 
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enthaltenden Virus injiziert werden. Die Injektion kann an 
mehreren Stellen des Individuums intramuskular , subkutan, 
intradermal Oder in jeder anderen Applikationsf orm erfolgen, 
Ferner kann es giinstig sein, ein oder mehrere "Booster- 
5 Injektionen" mit ca. gleicher Mange durchzuf\ihren, wobei es 
besonders giinstig sein kann, in den einzelnen Injektionen 
verschiedene Fragmente der jeweiligen Zellzyklus- 
Regulatorproteine zu verwenden. 

10 Der verwendete Ausdruck "ilbliche Hilfsstoffe" umfafit jegliche 
Hilfsstof fe, die sich fttr eine pharmazeutische Zusairatiensetzung 
zur Iininunisierung eines Individuums eignen. Solche Hilfsstoffe 
sind z.B. Immunisierungs-Adjuvantien; wie GM-CSF oder Freund's 
Adjuvans, gepufferte Kochsalzl5sungen, Wasser, Emulsionen, wie 

15 Ol/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, sterile Losungen, etc- 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es mSglich, Individuen, 
insbesondere den Menschen und Tiere, gegen veranderte 
Zellzyklus-Regulatorproteine zu immunisieren . Die 
20 Iinmunisierung erfolgt sowohl durch die Induktion von 
Antik5rpern als auch durch die Stimulierung von CD8*-T Zellen, 
die gegen veranderte Zellzyklus-Regulatorproteine gerichtet 
sind. Somit ist ein prophylaktisches \ind therapeutisches 
Vorgehen gegen Carcinome und ihre Vorstufen mbglich, 

25 

Die Erfindung wird durch das nachfolgende Beispiel erlautert. 

Beisplel: Stimulierung von CD8*-T Zellen gegen den Zyklin- 
abh&nigen Kinase -Inhibitor pi 6 und Lyse von pl6- 
30 ObereKPrimierenden Carcinom-Zellen. 

(A) Stixnulierung von CD8^-T Zellen gegen pl6. 

Von einem gesunden Spender werden periphere mononukleSre 
35 Zellen gewonnen und einer sog. ELISPOT- Analyse unterzogen. Das 
Prinzip dieses Experimentes ist, daS Lymphozyten in 
KulturgefaSen mit spezifischen Antigenen stimuliert werden. 
Koitimt es zur Aktivierung der Lymphozyten, da diese das Antigen 
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erkennen, setzen die aktivierten Lymphozyten Zytokine frei, 
die ihrerseits an spezifische AntikSrper binden, welche auf 
der Bodenfiache der KulturgefaSe immobilisiert sind. Nach dem 
Auswaschen der Lymphozyten k5nnen dann die gebundenen Zytokine 
5 in den KulturgefaSen mit Hilfe eines zweiten Antikorpers, der 
in einer nachgeschalteten Farbreaktion sichtbar gemacht wird, 
nachgewiesen warden. 



Periphere Blut lymphozyten (PEL) werden von einem HLA-A0201 
10 positiven gesunden Probanden durch Dichtezentrifugation Uber 
einen Ficoll Pague*-Gradienten aufgereinigt . T-Lymphozyten 
werden durch Abtrennung der B-Lymphozyten bzw- der Monozyten 
mit Hilfe Antik5rper gekoppelter Magnetobeads (CDll, CD16; 
CD19, CD36 irnd CD56) (Pant T cell isolation Kit®, Milteny, 
15 Bergisch Gladbach, Germany) gewonnen. Aus 30 ml Blut werden 
etwa 2 X 10'' T-Zellen gewonnen werden. 

HLA-A0201 restringierte Peptide von pl6 werden mittels eines 
Sof twaresystems des NIH (NIH bioinf ormation service 
20 [http : /bimas . dcrt . nih . gov . cgi-bin/molbio/ken_parker_combof orm) 
identifiziert. Es handelt sich urn die nachstehenden Peptide: 



9mer Peptide: 

score 1: VMMMGSARV 
25 score 2: VLHRAGARL 

score 3: TLTRPVHDA 
score 4: LLHGAEPNC 
score 5: SMEPSADML 



lOmer Peptide: 

score 1: MMGSARVAEL 
score 2: LLLHGAEPNC 
score 3: GVMMMGSARV 



30 Die isolierten T-Zellen werden mit T2-Zellen inkubiert, die 
(a) mit einem Gemisch der vorstehenden 9mer Peptide 
(lO^g/Peptid) und (b) mit einem Gemisch der vorstehenden lOmer 
Peptide (10/ig/Peptid) beladen worden sind. Die T-Zellen werden 
Ober 6-Wochen jeweils w6chentlich restimuliert . Jewells iC T- 

35 Zellen werden mit 2. x 10^ Peptid-beladenen T2-Zellen in 24 
Lochplatten cokultiviert • 



Die Reaktivitat gegentiber den Peptid-beladenen T2 -Zellen wird 
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w6chentlich bestimmt, beginnend am Tag 0 des Experiments, 
indem eine IFN-y Elispotanalyse durchgefiihrt wird. Am Tag 28 
wird eine Reaktivitat durch das Gemisch von (a) (400 
spezifische Zellen pro Million Zellen) beobachtet. Die 
5 Hauptreaktivitat ist dabei gegen das Peptid VMMMGSARV (1000 
spezifische Zellen / 1 000 000 Zellen) gerichtet (Fig. 1) . 
Eine schwachere Aktivitat wird gegen das Gemisch von (b) (150 
spezifische Zellen / 1 000 000 Zellen) beobachtet • Hier zeigt 
das Peptid MMGSARVAEL die hSchste Reaktivitat (600 spezifische 
10 Zellen / 1 000 000 Zellen) . 

Somit wird deutlich, daS gegen pl6 aktivierte CD8*-T Zellen 
stimuliert werden konnen. 



15 (B) Lyse von pl6-iiber6acprimierenden Carcinom-Zellen 

Nach einer weiteren Restimulierung werden die aktivierten CD8*- 
T Zellen mit den HLA A0201+ Zervixkarzinomzellen Caski, die 
pl6 aberexprimieren, inkubiert. Als Kontrollen werden die 

20 Kolonkarzinomzellen SW480 verwendet, die pl6 nicht 
Oberexprimieren. 10^ Caski-Zellen werden mit "Cr (100/iCi) fur 
1 h bei 37^C markiert und mit steigenden Zahlen an aktivierten 
CD8*-T Zellen fur 3 Stunden kokultiviert . Die spezifische Lyse 
der Caski-Zellen wird durch die Menge der f reigesetzten 

25 Radioaktivitat im Uberstand bestimmt. 

Es zeigt sich, dafi Caski-Zellen durch die aktivierenden CD8*-T 
Zellen, nicht aber die Kontrollzellen SW480 lysiert werden 
(Fig. 2) . 



30 
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Patentanspruche 

5 

1. Pharmazeutische Zusammenset zung , umfassend ein 
Zellzyklus-Regulatorprotein \and/oder eine exprimierbare, 
hierfUr kodierende NukleinsSure in einer fUr eine 
Immxinisierung eines Individuums gegen Carcinome und ihre 
10 Vorstufen geeigneten Menge sowie Ublich Hilfsstoffe. 

2- Pharmazeutische Zusaininensetzung nach Anspruch 1, wobei 
das Zellzyklus-Regulatorprotein ein Zyklin ist. 

15 3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei 
das Zellzyklus-Regulatorprotein eine Zyklin-abhangige 
Kinase ist. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei 
20 die Zyklin-abhangige Kinase cdk4 oder cdk6 ist. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei 
das Zellzyklus-Regulatorprotein ein Zyklin-abhangiger 
Kinase-Inhibitor ist. 

25 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei 
der Zyklin-abhangige Kinase-Inhibitor ein Protein pl5, 
pl6, pl8 Oder pl9 ist, 

30 7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 
1 bis 6, wobei das Zellzyklus-Regulatorprotein in Form 
eines oder mehrerer Fragmente vorliegt. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzxing nach Anspruch 1, wobei 
35 das Oder die Fragmente von cytotoxischen T-Zellen 

erkennbare und eine cytotoxische Immunantwort ausl5sende 
Epitope enthalten. 



10 



15 
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9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 
1 bis 8, wobei die Carcinome solche des oberen 
Respirationstraktes sind. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 
1 bis 8, wobei die Carcinome Anogenital-Carcinome sind. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei 
das Anogenital-Carcinom ein Cervix-Carcinom ist. 

12. Verwendung eines Zellzyklus-Regulatorproteins und/oder 
einer exprimierbaren hierfiir kodierenden NukleinsS-ure zur 
Immunisierung eines Individuums gegen Carcinome und ihre 
Vorstuf en. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das Zellzyklus- 
Regulatorprotein ein Zyklin ist. 

14. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das Zellzyklus- 
20 Regulatorprotein eine Zyklin-abhangige Kinase ist. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Zyklin-abhangige 
Kinase cdk4 Oder cdk6 ist. 

25 16. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das Zellzyklus- 
Regulatorprotein ein Zyklin-abhangiger Kinase-Inhibitor 
ist. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei der Zyklin-abhangige 
30 Kinase- Inhibitor ein Protein pl5, pl6, pl8 oder pl9 ist. 

18. Verwendung nach einem der Ansprtiche 12 bis 17, wobei das 
Zellzyklus-Regulatorprotein in Form eines oder mehrerer 
Fragmente vorliegt. 



35 



19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei das oder die Fragmente 
von cytotoxischen T-Zellen erkennbare und eine 
cytotoxische Immunantwort auslosende Epitope enthalten. 
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20. VerTf^endung nach einem der Ansprtiche 12 bis 19, wobei die 
Carcinome solche des oberen Respirationstraktes sind. 

21. Verwendung nach einem der AnsprUche 12 bis 19, wobei die 
Carcinome Anogenital -Carcinome sind. 



22, Verwendung nach Anspruch 21, wobei das Anogenital- 
Carcinom ein Cervix-Carcinom ist. 



